
Eur paisches Pat ntamt 
European Patent Office 
Office ur peen des br v ts 



® 

@ Anmeldenummer; 93119574.7 
@ Anmeldetag: 09.12.93 



The applicant has subsequently filed a sequence 
listing and declared, that it includes no new 
matter. 

® Prioritat: 17.12.92 DE 4242736 

@ Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
13.07.94 Patentbiatt 94/28 

(g) Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB IT LI LU NL PT SE 




® Veroffentlichungsnunnmer: 0 605 797 A1 



@ Int. CIA C07K 17/00, C07K 7/06, 
C07K7/08, C07K 7/10. 
C07K 15/00, G01N 33/06 



© Anmelder: BEHRINGWERKE 
Aictiengesellschaft 
Postfach 1140 
D-35001 Marburg(DE) 

@ Erfinder: Kraus, Micliael 
Am Zlegenberg 8 
D-35041 Marburg (DE) 
Erfinder: Stuber, Werner 
Am Pfahltor 5 
D-35094 Lahntal 3(DE) 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 
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@ Die Erfindung bezieht sich auf Peptide, mit deren Hilfe erzeugte Antikorper sowie die Verwendung solcher 
Peptide und Antikorper zu therapeutischen und diagnostischen Zwecken. 
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Die Erflndung bezleht sich auf Peptide, mit deren Hilfe erzeugte Antikorper sowie die Verwendung 
solcher Peptide und Antikorper zu therapeutischen und diagnostischen Zwecken. 

Der Organismus ist durch das Gerlnnungssystem vor Btutverlust geschutzt. Die Gerinnungskaskade 
mundet in der Aktivierung der Protease Thrombin, die unter Abspaltung der FIbrinopeptide A und B 

5 Fibrinogen zu Fibrin umsetzt. Die einzelnen Fibrinmolekule lagern sich aneinander an (sogenannter 
"weicher Clot") und werden im Normalfall durch die Transpeptidase Faktor XIII untereinander quervernetzt 
(sogenannter "harter Clot"). Dieser Wundverschlufi wird durch das im Gegenzug aktivierte fibrinolytische 
System aufgelost. Das Schlusselenzym der Fibrinolyse ist die Protease Plasmin, die Fibrinogen und Fibrin 
im wesentlichen in die Fragmente D und E spaltet. Fibrinogen ist symmetrisch aus 2 Tripeptiden aufgebaut, 

10 die nahe der N-Termini uber Disulfidbrucken miteinander verknupft sind. Bei der Spaltung von Fibrin bzw. 
Fibrinogen entsteht daher pro Molekul 1 Molekul Fragment E, das die zentrale Verknupfungsregion des 
Fibrin(ogen)molekOls umfafit, sowie 2 MolekOle Fragment D. In einem harten Clot sind die D-Domanen des 
Fibrins quervernetzt, so da6 der Abbau durch Plasmin D-Dimer und Fragment E freisetzt. Das Fragment E 
selbst unterliegt zwei weiteren Abbaustufen. In seiner ersten und zweiten Form (El bzw, E2) ist es an D- 

75 Dimer nicht-kovalent gebunden und bildet den DD/E-Komplex. Erst nach dem zweiten enzymatischen 
Abbau dissoziiert das Fragment E3 vom D-Dimer-MolekOI. 

Proteins, die entweder innerhalb eines Molekuls mehrere immunchemisch identische Epitope tragen 
Oder Proteine wie das D-Dimer, das bei der Spaltung von Fibrin bzw. Fibrinogen entsteht, die zumindest 
unter physiologischen Bedingungen als Oligomere aus Protein molekulen zusammengesetzt sind. die jeweils 

20 mindestens ein immunchemisch identisches Epitop tragen, werden auch als "intramolekulare Oligomere" 
bezeichnet. 

In vielen pathologischen Situationen kann es im GefaBsystem zu einer unerwunschten Aktivierung des 
Gerinnungssystems mIt nachfolgendem Verschlufi kommen. Dies kann zu schweren Herzattacken und 
Thromboembolien fuhren. Bei Patienten, die auf Grund dieser hypercoagulatorischen Zustande mit Throm- 

25 bolytika behandelt werden. muS der Lysiserfolg zur Kontrolle der Therapie verfolgt werden. Dies wird durch 
die Bestlmmung des D-Dimers erreicht. Die Thrombolytika sind jedoch nicht spezifisch, so dae durch die 
systemische Aktivierung des Plasmins auch Fibrinogen verstarkt abgebaut wird. Dieser Fibrinogenabbau 
konnte rechtzeitig durch Bestimmung des Fragment E nachgewiesen werden. Auch bei hyperfibrinolyti- 
schen Zustande, ausgelost etwa bei Sepsis uber das Komplementsystem, die z. B. zur Entwicklung einer 

30 disseminierten intravasalen Gerinnung (DIG) fuhren konnen, wird von^riegend Fibrinogen abgebaut. Ein 
Fibrinogenverbrauch birgt aber ein erhohtes Blutungsrisiko, das mIt der Bestimmung von Fragment E somit 
rechtzeitig diagnostisch erkannt und dem dadurch therapeutisch entgegengesteuert werden kann. 

Zum Nachweis von Spaltprodukten des Fibrln(ogen)s sind zahlrelche Verfahren bekannt, so z. B. der 
Hemaglutlnations Inhibierungstest (Mersky C. et al., "A rapid, simple, sensitive method for measuring 

35 fibrinolytic split products in human serum"; Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 131: 871-875 (1969)). Dieses Prinzip 
wurde von Schifreen et al.. "A quantitative automated immunoassay for fibrinogen/fibrin degradation 
products". Clin. Chem. 31: 1468-1473 (1985) Obernommen, wobei die Erythrozyten durch Latexpartikel 
ersetzt wurden. 

Andere Aggregationsassays zur Bestimmung von Fibrin(ogen)spaltprodukten benutzen Latexpartikel, die 
40 mit Antikorpern gegen Fibrin(ogen)spaltprodukte beschichtet sind. Die bekannten Antikorper wurden durch 
Immunisierung mit den nativen Spaltprodukten erzeugt. Zur Anwendung kamen Antikorper mit verschiede- 
nen Spezifitaten. 

Assays, die polyklonale Antikorper Oder Fibrinogenrezeptoren venArenden, ist gemeinsam, dafi eine 
Kreuzreaktivitat mit Fibrinogen besteht. Durch die daher notwendige Probenvorbehandlung enthalten die 

45 Proben unterschiedliche Mengen an Fibrinogen und artifiziell erzeugten Spaltprodukten, so daB diese 
Methoden allenfalls semiquantitative Aussagen gestatten (Gaffney P.J. and Perry M.J.. "Unreliabilitiy of 
current serum degradation products (FDR) assays", Thromb. Haemost. 53: 301-302 (1985); Nieuwenhuizen 
W., "Plasma assays of fibrinogen/fibrin degradation products and their clinical relevance", in: Fibrinogen 2. 
Biochemistry, Physiology and Clinical Relevance. G.D.O. Lowe et al, Edt, 173-180 (1987)). 

50 Auch Assays, die monoklonale Antikorper verwenden, vermeiden auf Grund der Spezifitat der Antikor- 
per die Problematik der Kreuzreaktivitat mit intaktem Fibrinogen bzw. Fibrin. Fur die Anwendung in 
Agglutinationsassays muB aber zur Bildung von Aggregaten das detektierte Epitop zweimal auf dem Antigen 
fur die Antikorper zuganglich sein. Daher erkennen z. B. die oben erwahnten Latexassays. die monoklonale 
Antikorper gegen D-Monomer venwenden (z. B. Patent App. WO 86/01298) nicht D-Monomer, sondern D- 

55 Dimer. das nur nach Quervernetzung aus Fibrin hervorgeht (siehe Gaffney P.J. et al., "Monoclonal 
antibodies against fibrinogen, fibrin and their fragments.", Thromb. Haemost. 54: 733-734 (1985)). Diese 
Tests sind somit nicht zur Erfassung von Fibrin(ogen)spaltprodukten geeignet. 
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Neben diesen homogenen Testverfahren wurde in jOngster Zelt ein ELISA beschrieben, in dem mittels 
monoklonaler Antikorper zwischen Fibrinogen und Fibrinspaltprodukten differenziert werden kann (Koppert 
P.W. et al., "A monoclonal antibody-based enzyme immunoassay for fibrin degradation products in 
plasma", Thromb. Haemostas. 59: 310-315 (1988)). 

5 Aus prinzipiellen Grunden stnd allerdings die bekannten ELISA-Verfahren im Vergleich zu homogenen 

Verfahren arbeitsintensiver, zeitaufwendiger und in der Regel schlechter automatislerbar. 

Aus der DE 37 01 812 ist die Verwendung eines Hexapeptids des N-Terminus der a-Kette des Fibrins, 
das durch Einwirkung von Thrombin entsteht, bekannt. 

Hui K.Y. et al. ("Monoclonal antibodies to a synthetic fibrin-like peptide bind to human fibrin but not 

10 fibrinogen". Science 222: 1129-1132 (1983)) verwendete ein Heptapeptid aus dem entsprechenden N- 
Terminus der iS-Kette. Die mit diesen Methoden erhaltenen Antikorper erkennen nur Fibrin und keine Fibrin- 
(ogen)spaltprodukte. Diese Assays und auch der Nachweis der Fibrinopeptide A und B, die bei der 
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin durch Thrombin freigesetzt werden. dienen der Diagnose hypercoa- 
gulatorischer und nicht der hyperfibrinolytischer Zustande. 

75 Zum Nachweis von nbrin(ogen)spaltprodukten in menschlichem Blut, Synovialflussigkeit Oder Urin sind 
spezifische Antikorper notwendig, die ausschlieSlich mit Fragment E reagieren, nicht jedoch das native 
Fibrinogen oder Fibrin erkennen. Diese Antikorper sollen zudem einfach zu erhalten sein und in alien 
bekannten Immunchemischen Verfahren also sowohl heterogenen, als auch homogenen Testmethoden 
verwendet werden konnen. 

20 Der voriiegenden Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde. ein Antigen zur Verfugung zu stellen, das 
zur Bildung von Antikdrpern gegen Fibrinogen- und Fibrinspaltprodukten fuhrt. die leicht zu relnigen und 
spezlfisch sind und somit eine exakte Quantifizierung der fibrinolytischen Aktivitat in biologischen Flussig- 
keiten. unabhangig vom Gehalt an Fibrinogen oder Fibrin, ermoglichen. Weiterhin sollten diese Antikorper 
neben heterogenen Assays auch die Anwendung homogener Immunoassaytechniken ermoglichen. 

25 Oberraschendenwelse wurde gefunden. daB durch Immunisierung von Tieren mit synthetischen Peptiden 
aus den C-terminalen Regionen des Fragments E Antikorper erhalten werden konnen, die nicht mit 
Fibrinogen oder Fibrin, aber spezifisch mit alien 3 Fragmenten E reagieren und zudem die Venwendung in 
Agglutinationsassays eriauben. 

Gegenstand der Erfindung sind daher synthetische Peptide, die Aminosauresequenzen aufweisen. die 

30 zumindest teilweise den durch Plasminspaltung von Fibrinogen entstehenden carboxyterminalen Enden des 
Fragments E entsprechen und antigen sind, bevorzugterweise enthalten sie mindestens eine der folgenden 
Aminosauresequenzen: 

a) Leu-Phe-Glu-Tyr-Gln-Lys-OH, 

b) Tyr-Met-Tyr-Leu-Leu-Lys-OH, 
35 c) Val-Lys-Glu-Leu-Ile-Lys-OH und 

d) His-Gln-Val-Glu-Asn-Lys-OH, 
besonders bevorzugtenweise mindestens eine der folgenden Aminosauresequenzen: 

a) Asn-Lys-Leu-Lys-Asn-Ser-Leu-Phe-Glu-Tyr-Gln-Lys-OH, 

b) Ser-Ser-Ser-Ser-Phe-Gln-Tyr-Met-Tyr-Leu-Leu-Lys-OH, 
40 c) Glu-Asn-Lys-Thr-Ser-Gln-Val-Lys-Gln-Leu-lle-Lys-OH und 

d) Ser-Leu-Glu-Asp-lle-leu-His-Gln-Val-Glu-Asn-Lys-OH. 
ganz besonders bevorzugterweise mindestens eine der folgenden Aminosauresequenzen: 
a) 

^ His-Gln-Ser-Ala-Cys-Lys-Asp-Ser-Asp-Trp-Pro-Phe-Cys- 
Ser-Asp-Glu-Asp-Trp-Asn-Tyr-Lys-Cys-Pro-Ser-Gly-Cys- 
Arg-Met-Lys-Gly-Leu-Ile-Asp-Glu-Val-Asn-Gln-Asp-Phe- 

50 Thr-Asn-Arg-Ile-Asn-Lys-Leu-Lys-Asn-Ser-Leu-Phe-Glu- 
Tyr-Gln-Lys-OH (Peptid 1) 

b) 
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Lys-Val-Glu-Arg-Lys-Ala-Pro-Asp-Ala-Gly-Gly-Cys-Leu- 
His-Ala-Asp-Pro-Asp-Leu-Gly-Val-Leu-Cys-Pro-Thr-Gly- 
Cys-Gln-Leu-Gln-Glu-Ala-Leu-Leu-Gln-Gln-Glu-Arg-Pro- 
Ile-Arg-Asn-Ser-Val-Asp-Glu-Leu-Asn-Asn-Asn-Val-Glu- 
Ala-Val~Ser-Gln-Thr~Ser-Ser-Ser-Ser-Phe-Gln-Tyr-Met- 
Tvr-Leu-Leu-Lys-OH (Peptid 2) 

10 

c) 

Tyr-Val-Ala-Thr--Arg-Asp-Asn-Cys-Cys-Ile-Leu-Asp-Glu- 
^5 Arg-Phe-Gly-Ser-Tyr-Cys-Pro-Thr-Thr-Cys-Gly-Ile-Ala- 
Asp-Phe-Leu-Ser-Thr-Tyr-Gln-Thr-Lys-Val-Asp-Lys-Asp- 
Leu-Gln-Ser-Leu-Glu-Asp-Ile-Leu-His-Gln-Val-Glu-Asn- 
Lys-Thr-Ser-Glu-Val-Lys-Gln-Leu-Ile-Lys-OH (Peptid 3) 

20 

und 

d) 

^® Tyr-Val-Ala-Thr-Arg-Asp-Asn-Cys-Cys-Ile-Leu-Asp-Glu- 
Arg-Phe-Gly-Ser-Tyr-Cys-Pro-Thr-Thr-Cys-Gly-Ile-Ala- 
Asp-Phe-Leu-Ser-Thr-Tyr-Gln-Thr-Lys-Val-Asp-Lys-Asp- 
30 Leu-Gln-Ser-Leu-Glu-Asp-Ile-Leu-His-Gln-Val-Glu-Asn- 
Lys (Peptid 4 ) • 

Bevorzugt sind auch Peptide, die aus den Peptid 1 - 3 entsprechenden Aminosauresequenzen 
bestehen. 

Die erfinderisclien Peptide konnen aucli direkt Oder uber einen Spacer an ein Tragermolekul gebunden 
sein. 

Sie werden gentechnisch Oder durch chemische Synthese hergestellt. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Antlkorper, die mit den erfindungsgemaflen Peptiden immunche- 
misch reagieren. 

Solche Antikorper werden durch Innmunlsierung eines Tieres mit erfindungsgemafien Peptid erhalten. 
Die erfindungsgemaflen Antikorper werden bevorzugtenweise. insbesondere wenn sie polyklonal sind, 
uber Immunadsorption an erfindungsgemaflen Peptiden isoliert und gereinigt. 

Die erfindungsgemaBen Antikorper konnen auch bevorzugterweise nach dem Fachmann bekannten 
Verfahren hergestellte monoklonale Antikorper sein. 

Gegenstand der Erfindung sind auch diagnostische Verfahren zur immunchemischen Bestimmung von 
intramolekularen Oligomeren aus Fibrinogen- und Fibrinspaltprodukten. unter Verwendung erfindungsgema- 
Ber Peptide und/oder erfindungsgemaBe Antikorper, insbesondere zur Bestimmung von Fibrin(ogen) Frag- 
menten E und D-Dimer. 

Bevorzugt ist dabei ein heterogener Immunoassay, besonders bevorzugten/veise ein Enzymimmunoas- 

say. 

Bevorzugterweise wird auch ein homogener Immunoassay, besonders bevorzugterweise ein partikelver- 
starkter, nephelometrlscher oder turbidimetrischer Test verwendet. 

Bei dem Verfahren ist vorteilhafterweise ein Teil der Antikorper an eine Festphase gebunden und der 
andere Teil tragt eine nachweisbare Funktion. wobel ein Verfahren bevorzugt ist, das als Festphase 
Mikrotitrationsplatten verwendet und die nachweisbare Funktion ein fluorogener oder lumineszenter Farb- 
stoff Oder ein Enzym ist. 
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Bei dem homogenen Immunoassay wird vorteilhafterweise als Festphase ein partikularer, wasserunlosli- 
cher Trager verwendet und die Agglutinatlonsreaktion wird nephelometrisch Oder turbidimetrisch gemessen. 

Bei heterogen n und homogenen Verfahren wird vorteilhafterweise nur ein monospezifische Spezies 
verwendet, wobei allerdings auch ein Verfahren vorteilhaft ist, bei dem der oder die Fangerantikorper 
5 erfindungsgemaBe Antikdrper sind, wahrend der oder die Detektionsantikorper davon verschieden sein 
konnen. 

Gegenstand der Erfindung ist auBerdem die Verwendung von erfindungsgemaBen Peptiden zu thera- 
peutischen Zwecken, insbesondere zur Therapie von Storungen des fibrinolytischen Systems. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner die Verwendung von erfindungsgemaBen Antikorpem zu therapeu- 
70 tischen Zwecken, inbesondere zur Therapie von Storungen des fibrinolytischen Systems. 

Gegenstand der Erfindung ist daruber hinaus ein immunchemisches Verfahren zur Bestimmung von 
intramolekularen Oligomeren, in dem nur eine monospezifische Antikorperspezies verwendet wird. 

Das Verfahren kann ein heterogener Immunoassay, bevorzugterweise ein Enzymimmunoassay, oder ein 
homogener Immunoassay, bevorzugterweise ein partikelverstarkter, nephelometrischer oder turbidimetri- 
15 scher Test sein. 

Bel dem heterogenen Immunoassay ist vorteilhafterweise ein Teil der Antikorper an eine Festphase 
gebunden, und der andere Teil tragt eine nachweisbare Funktion. 

Bevorzugt wird dabei als Festphase eine Mikrotitrationsplatte verwendet und die nachweisbare Funktion 
ist ein fluorogener oder lumineszenter Farbstoff oder ein Enzym. 
20 Ohne damit einen bestimmten Wirkungsmechanismus festlegen zu wollen, scheint die Annahme 
berechtigt, daB fur die erfindungsgemaBen Peptide ein Lysin am carboxyterminalen Ende von Bedeutung 
ist. 

Die erfindungsgemaBen Peptide konnen nach dem Fachmann an sich bekannten Verfahren hergestellt 
werden, z. B. (Beispiel 1) konnen dabei geschutzte Aminosaurederivate oder Peptidsegmente in Losung 

25 Oder an einer Festphase aneinander gekoppelt werden und durch Abspalten der Schutzgruppen, sowie im 
Falle einer Festphase durch Abspaltung vom Tragerharz, erfindungsgemaBe Peptide erhalten werden. Als 
temporare Schutzgruppe werden dabei bevorzugterweise die Fmoc-Gruppe, die permanenten Schutzgrup- 
pen fur die Seitenfunktionen auf t-Butyl/Boc-Basis, fur Arg die Pmc- Oder Mtr-Gruppe und fur Cys die tert.- 
Butylmercaptogruppen oder Tritylgruppen benutzt. Die Immobilisierung der C-terminalen Aminosaure erfolgt 

30 uber p-Alkoxybenzylestergruppen, die an einen ubiicherweise fur die Peptidsynthese geeigneten polymeren 
Trager, vorzugsweise quervernetztem Polystyrol, gebunden sind. Der Peptidaufbau erfolgt unter repetitiver 
Fmoc-Abspaltung. vorzugsweise mit 20 % Piperidin in DMF (Dimethylformamid) (v/v) und Kopplung der 
folgenden, geschutzten Aminosaure. vorzugsweise mit einem Garbodiimid in Gegenwart von HOBT. Das 
Aminosaurederivat wird hierzu in einem UberschuB, vorzugsweise 3fach, wahrend 1 - 1.5 h in DMF 

35 gekoppelt. Nach jedem Arbeitsschritt, Fmoc-Abspaltung bzw. Kondensationsschritt, wird das Harz mit 
kleinen (15 ml/g) Portionen DMF bzw. Isopropanol je 3ma! gewaschen. Die Abspaltung der erfindungsgema- 
Ben Peptide erfolgt acidolytisch unter gleichzeitiger Freisetzung der Seitenkettenfunktionen. Gegebenenfalls 
freizulegende Sulfhydrylgruppen werden mit Tri-n-Butylphosphin in einem Alkohol. beispielsweise Trifluoret- 
hanol Oder mit DTT in Wasser "entschutzt". Im Falle der Cys (Trt)-Entschutzung ist ein separator 

40 Arbeitsschritt bei Benutzung von Ethandithiol als Scavenger unnotig. Die Reinigung der Peptide kann z. B. 
erfolgen uber lonenaustauschchromatographie, reversed-phase Chromatographie und Gelpermeationschro- 
matographie. Die korrekte Zusammensetzung der Peptide sowie die Peptidgehalte werden durch Aminosau- 
reanalyse bestimmt. 

Antikorper, die gegen ein Peptid oder Polypeptid gerichtet sind, das dem Bereich der -Kette des 
45 Fibrinogens von Aminosaure 1 bis 62 entsprechen, reagieren spezifisch mit den verschiedenen Formen des 
Fragments E (siehe auch Beispiel 7). Zur Immunisierung eignen sich sowohl die kompletten Polypeptide 
aus den genannten Bereichen, als auch Teilsequenzen dieser Peptide. Eine besonders bevorzugte Ausftih- 
rungsform sieht die Verwendung von Octadecapeptiden vor, beispielsweise mit den Sequenzen Val-Asp- 
Lys-Asp-Leu-Gln-Ser-Leu-Glu-Asp-lie-Leu-His-Gln-Vai-Glu-Asn-Lys aus dem C-Terminus der -Kette des 
50 Fragments E. 

Fur die genannten Falle ist es wichtig. daB die carboxyterminale Sequenz des Molekuls exponiert ist 
und zur Immunisierung fOhrt. 

In Anbetracht der fur die Peptide vorgesehenen Verwendung ist es sinnvoil, Aminosauren mit reaktiven 
Seitengruppen so in die Peptide einzufuhren, daB sie die Struktur des Haptens nicht beeinflussen. 
55 ZweckmSfiigerweise wird aus diesem Grund N-terminal gegebenenfalls Cystein angefugt, dessen freie SH- 
Gruppe zur Kopplung via Thioether an viele Trager geeignet ist. Bevorzugt wird z. B. das durch das oben 
genannte Peptid reprasentierte Antigen in Form des Nonadecapeptids Cys-Val-Asp-Lys-Asp-Leu-Gln-Ser- 
Leu-Glu-Asp-lle-Leu-Hls-Gln-Val-Glu-Asn-Lys zur VerfUgung gestellt. 
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Die Herstellung des zur Immunisierung eingesetzten Peptides kann sowohl auf dam Fachmann an sich 
bekannte Art durch chemische Synthese geschehen, als auch durch Reinigung eines gentechnologisch 
bereitgestellten Polypeptides Oder durch Reinigung eines Peptids, das biochemlsch aus Fragment E durch 
Einwirkung von Proteasen und/ Oder chemisch durch Einwirkung von Peptidketten spaltenden Reagenzlen, 
5 wie z. B. Bromcyan, erhalten wurde. 

Peptide, die zur Immunisierung eingesetzt werden sollen oder solche, die Verwendung als Immunoad- 
sorbens finden sollen, werden sinnvoHerweise an ein Tragermolekul gekoppelt. Kopplungsverfahren sind 
dam Fachmann an sich bekannt und in der Literatur beschrieben (Nakane, P.K. et al., "Peroxidase-Labeled 
Antibody - A New Method of Conjugation", J. Histochem. Cytochem, 22: 1084-1091 (1974), Freifelder, D.M., 
10 "Physical Biochemistry." W.H. Freeman and Co., 1976). Tragermolekule im Sinne dieser Erfindung konnen 
sein: naturliche oder synthetische Makromolekule wie sie der Fachmann zur Erzeugung eines immunreakti- 
ven Konjugats verwendet, z. B. Albumin, Ovalbumin, Keyhole Limpet Hemocyanine Oder Polysaccharide. In 
einer bevorzugten Ausftihrungsform wird das Peptid oder Polypeptid an das Keyhole Limpet Hemocyanin 
gebunden. 

15 Bel Verwendung der erfindungsgemaBen synthetischen Peptide als Immunadsorbens empfiehit sich die 
Kopplung an Materialien, die sich zum Bereitstellen fester Matrizes eignen. Tragermolekule in diesem Sinne 
sind unlosliche Polymere, wie sie der Fachmann zur Immobilisierung von Proteinen und Peptiden verwen- 
det, wie z. B. Polystyrol, Nylon, Agarose oder magnetisierbare Partikel. Die feste Phase kann dabei in 
beliebiger Form z. B. als Rohrchen, Vlies, Kugel, Faser oder Mikropartikel vorliegen. 

20 Eine bevorzugte Ausfuhrungsform sleht die Kopplung von Peptiden, z. B. des oben erwahnten 
Nonadecapeptids, an bromcyanaktivierte Sepharose vor. 

Die Immunisierung geeigneter Tiere mit tragergebundenen Peptiden fuhrt reproduzierbar zur Bildung 
von Antikorpern. Eine bevorzugte Tierspezies fur Immunisierung und Antikorpergewinnung ist hierbei das 
Kaninchen; daruber hinaus konnen auch Mause zur Immunisierung verwendet werden. 

25 Aus einem solchen, erfindungsgemaB mit synthetischen Peptiden im Tier erzeugten, Antiserum kann 
die fur speziflsche Tests relevante Immunglobulinfraktion durch Obliche immunadsorptive Methoden ange- 
reichert werden. Bevorzugt ist es in diesem Fall jedoch, als Material fur eine solche zur Immunadsorption 
eingesetzte Matrix ebenfalls ein an einen Trager gekoppeltes Peptid zu venftrenden, das die gleiche 
antigene Determinante wie das zur Immunisierung eingesetzte Peptid aufweist. Das zur immunadsorptiven 

30 Reinigung verwendete Peptid kann auch eine verkurzte Aminosauresequenz aufweisen; Voraussetzung zur 
Verwendung in der immunadsorptiven Reinigung des gewunschten Antikorpers Ist lediglich, daB die von 
diesem kurzeren Polypeptid gebildete, antigene Determinante vom gewunschten Antikorper erkannt und 
effektiv gebunden wird. 

Das fur die immunadsorptive Gewlnnung der Antikorper verwendete Peptid kann z. B. ein Nonadeka- 

35 peptid sein, bevorzugt ist das Peptid Cys-Val-Asp-Lys-Asp-Leu-Gln-Ser-Leu-Glu-Asp-lle-Leu-His-Gln-Val- 
Gtu-Asn-Lys. ErfindungsgemaB werden durch Immunisieren mit synthetischen Peptiden im tierischen 
System Antikorper induziert und gegebenenfalls durch Immunadsorption gereinigt. Diese Antikorper reagie- 
ren spezifisch mit den zur Immunisierung und Reinigung verwendeten Peptiden. 

Durch Auswahl entsprechender Peptide als Immunadsorbentien konnen Antikorper selektionlert werden, 

40 die bevorzugt spezifisch mit der antigenen Determinante des Fragments E, die der Plasmin-Spaltstelle 
dieses Molekuls entsprechen, reagieren. In dem bevorzugten Fall, daB Peptide, die Sequenzen aus der C- 
terminalen Region der Plasmin-Erkennungssequenz aufweisen, sowohl zur Immunisierung als auch zur 
immunadsorptiven Reinigung verwendet werden, werden Antikorper gegen diese Sequenzen angereichert. 
Nach den, dem Fachmann an sich bekannten Verfahren konnen vorteilhafterweise auch monoklonale 

45 Antikorper mit den erfindungsgemaBen Eigenschaften hergestellt werden. 

Die erfindungsgemaB gewonnenen Antikorper konnen fur dem Fachmann an sich bekannte. homogene 
und heterogene Immunoassays, wie z. 8. Enzymimmunoassays oder freie oder Partikel-verstarkte Aggluti- 
nationsreaktionen eingesetzt werden. Bevorzugterweise werden sie dazu an einen festen Trager gekoppelt. 
Als feste, wasserunlosliche Trager sind dem Fachmann an sich bekannte, naturliche und synthetische, 

50 organisch und anorganische Polymere geeignet, wie beispielsweise: Polystyrol, Polydextrane, Polypropylen, 
Polyvinylchlorid, Polyvinylidenfluorid, Polyacrylamid, Agarose, Latex, Magnetit, poroses Glaspulver, Erythro- 
zyten, Leukozyten, Blutplattchen oder Copolymere aus Styrol-Butadien, Styrol-Methacrylsaure Oder Metha- 
crylat-Methacrylsaure. Als geeignete geometrische AusfOhrungsformen kommen RShren, Kugein oder 
Mikrotitrationsplatten in Betracht. 

55 In einer bevorzugten Weise erfolgt die erfindungsgemaBe Bestimmung des Gehaltes an Fragment E 
durch Inkubation der Probe mit an partikularen Tragern immobilisierten Antikorpern, wobei die Konzentra- 
tion des durch die immobilisierten Antikorper gebundenen Fragments E durch die dabei entstehende 
Trubung turbidimetrisch oder nephelometrlsch detektiert wird. 
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ErfindungsgemaB kann mit einem derart Immobillslerten Antikorper auch die Konzentration des D- 
Dimer/E-Komplexes bestimmt werden. Voraussetzung ist die Verwendung eines spezifischen Antikorpers 
gegen D-Dimer als Zweitantikorper, der entweder an den gleichen oder an eigenen Partik In immobilisiert 
ist. Einer der betden Antikorper kann auch frei in der Losung vorliegen, so daB sich Immunkomplexe der 
Form: Parti kel- Antikorper 1/Antigen/freier Antikorper 2/Antigen/ Partlkel-Antikorper 1 bilden und nephelome- 
trisch Oder turbidimetrisch quantifiziert werden. 

Desweiteren sind bevorzugt heterogene Nachweismethoden, wobei erfindungsgemafie Antikorper in der 
ELISA-Technik an der Festphase immobilisiert sind. In einem ersten Inkubationsschritt erfolgt die Bindung 
des Fragments E oder des D-Dimer/E Komplexes an den immobilisierten Antikorper. In einem zweiten 
Inkubationsschritt mit dem gleichen oder einem anderen Antikorper wird das gebundene Antigen detektiert. 
Dieser zweite Antikorper muB eine Eigenschaft aufweisen, die meBbar ist, z. B. die Fahigkeit zur 
Umsetzung oder Bindung eines chromogenen Substrates. 

Der zweite Antikorper kann z. B. mit einem Enzym, einem fluoreszierenden Molekul, wie z. B. 
Fluoresceinisothiocyanat, einer radioaktiven Markierung oder einem zur Chemolumineszenz fahigen Molekul 
versehen werden. Bevorzugterweise wird dieser zweite Antikorper mit einem Markerenzym gekoppelt, 
besonders bevorzugt ist Peroxidase. 

Die Bestimmung von Fragment E bzw. D-Dimer/E- Komplex kann auch durch gleichzeitige Inkubation 
der Probe, bevorzugt von Plasma und markiertem Antikorper mit den immobilisierten Antikorpern erfolgen. 
Daruber hinaus ist ein kompetitives Bestimmungsverfahren moglich, bei dem markiertes und unmarkiertes 
Fragment E bzw. D-Dimer/E-Komplex um die Bindungsstelle der immobilisierten Antikorper konkurrieren. 
Der auf diese Welse bestimmte Gehalt an Fragment E bzw. D-Dimer/E-Komplex lafit eine Aussage Uber 
den Aktivierungsgrad des fibrinolytischen Systems zu. 

Besonders bevorzugt sind die in den Beispielen angegebenen Ausfuhrungsformen. Die Beispiele 
eriautern die Erfindung. schranken sie aber in keiner Weise ein. 

Es werden folgende Abkurzungen verwendet: 
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ELISA 

KLH 

PBS 

Tris 

OD 

Cys 



Val 

Asp 

Lys 

Cys 

Leu 

Gin 

Ser 

Glu 

lie 

His 

Asn 

Boo 

Fmoc 

Mtr 

DMF 

HOBt 

DTT 

Trt 



Enzymimmunoassay (enzyme linked immunosorbent assay) 

Keyhole Limpet Hemocyanin (Haemocyanin einer marinen Napfschnecke) 

Phospatgepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered saline) 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Extinktion (optical density) 

Cystein 

Aminosauren konnen in der D- oder L-Konfiguration vorliegen; sofern nicht extra vermerkt, 

liegen sie in der L-Form vor. 

Valin 

Asparaginsaure 

Lysin 

Cystein 

Leucin 

Glutamin 

Serin 

Glutaminsaure 

Isoleucin 

Histidin 

Asparagin 

t-Butoxycarbonyl 

9-FluorenylmethoxycartX)nyl 

4-Methoxy-2. 3. 6-trimethylphenylsulfonyl 

Dimethylformamid 

Hydroxybenzotriazol 

Dithiothreitol 

Trityl 



Beispiel 1 

55 Herstellung eines Antigens zum Immunisieren 

a) 
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Synthese von Cys-Val-Asp-Lys-Asp-Leu-Gln-Ser-Leu-Glu- 
-Asp-Ile-Leu-His-Gln-Val-Glu-Asn-Lys 

5 1 g Fmoc-Lys (Boc)-p-alkoxyben2ylesterharz wurde 2 x mit 15 ml DMF 1 min gewaschen und die Fmoc 
Gruppe mit 15 ml 20 % Piperidin/ DMF (v/v) (1x3 min, 1x10 min) abgespalten. Das Harz wurde 
daraufhrn je 3 x mit DMF bzw. Isopropanol (je 15 ml) und 2 x mit 15 ml DMF gewaschen. Es wurden 1.5 
mMol Fmoc-Aminosaure und 2,25 mMol HOBt in 15 ml DMF gelost zum Harz gegeben und nach Zusatz 
von 1,65 ml einer 1 M Dlisopropylcarbodilmid-Losung in Dichlormethan 1,5 h bei Raumtemperatur 

10 geschuttelt. Die Reaktion wurde mit einem Ninhydrintest auf Vollstandigkeit gepruft. Danach wurde das 
Harz je 3 X mit DMF bzw. Isopropanol (je 15 ml) gewaschen und ein neuer Zyklus begonnen. Als letzte 
Aminosaure wurde eine Boc-Cys (Trt) benutzt. Das Harz wurde 3 x mit je 15 ml Isopropanol und 
Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. 1,9 g Harz wurden mit 1 ml Thioanisol, 1 ml 
Ethandithiol und 18 ml Triffuoressigsaure 2 h bei Raumtemperatur geruhrt, abfiltriert, das Harz mit 3 

15 Portionen Trifiuoressigsaure/Dichlormethan (1:1) gewaschen und die Filtrate In Ether kristallislert. Das 
Rohpeptid wurde mit Diethylether gewaschen und getrocknet. Das Peptid wurde an '^Sephadex G 25 in 
0,5 % Essigsaure chromatographiert. Ausbeute: 480 mg. 100 mg dieses Produktes ( = Immunisierungs- 
peptid) wurden zur Weiterreinigung an einer praparativen HPLC-Anlage an reversed-phase Material 
chromatographiert (0.1 % Acetonitrll, Gradientenbetrieb). Der Peptidpool wurde gefriergetrocknet. Aus- 

20 beute: 38 mg. 

Nach dem glelchen Verfahren wurden folgende Teilsequenzen des Immunisierungspeptids zur 
Isolierung spezifischer Antikorper hergestellt: 

Reinigungspeptid 1: Cys-His-Gln-Val-Glu-Asn-Lys 
Reinigungspeptid 2: Cys-Asp-lle-Leu-Hls-Gln-Val 
25 Reinigungspeptid 3: Cys-Ser-Leu-Glu-Asp-lle-Leu 

Reinigungspeptid 4: Cys-Asp-Leu-Gln-Ser-Leu-Glu 
Reinigungspeptid 5: Cys-Val-Asp-Lys-Asp-Leu-GIn 
b) Konjugatherstellung 

20 mg KLH wurden in 0,05 M Natriumphosphatpuffer pH 8,0 gelost und mit 2 mg -Maleimidobuttersau- 
30 rehydroxysucclnimidester 1 h lang geruhrt. Das Protein wurde an einer '^Sephadex G 50 (2 x 30 cm) (0,1 
M Natriumphosphat, 0,5 mM EDTA, pH 6.0) chromatographiert. Das Eluat wurde auf 5 ml konzentriert 
und mit 20 mg Immunisierungspeptid 1 h inkubiert. Nach Dialyse und Lyophilisation wurden 32 mg 
Immunisierungspeptidkonjugat erhalten. 

35 Beispiel 2 

Immunisieren von Kaninchen 

5 Kaninchen wurden mit Jewells 2,6 mg Antigen pro Tier uber einen Zeitraum von 8 Wochen 
40 immunisiert. Die Applikationen des Peptid-KLH-Konjugats erfolgten subkutan in die Nahe von Lymphknoten. 
Nach 3 Entnahmen wurden die Tiere entblutet und die Rohantiseren mit Konservierungsmittel stabilisiert. 
Ausbeute: ca. 200 ml Antiserum pro Tier. 
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Beispiel 3 

Herstellen von Immunadsorbentien 



Fur die affinitatschromatographische Reinigung der Rohantiseren wurden je 25 mg der Reinigungspepti- 
de 1 bis 5 (wie in Beispiel la hergestellt), die Telle des Immunisierungspeptids umfassen, an einer 
50 Festphase kovalent immobilisiert. Die Kopplungsreaktion erfolgte mit je 5 g Bromcyan-aktlvierter Sepharose 
nach einem beschrlebenen Verfahren (Axen, R. et al., Nature, 214:1302 (1967)). AnschlieBend wurde das 
Immunadsorbens jeweils mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS; 0,15 mol/L. pH 7.2) und EssigsSure 
(0,5 ml/I, pH 2.5) gewaschen. Vor der Verwendung wurde das Adsorbens mit dem 3-fachen Gelvolumen 
PBS aquilibriert. Ausbeute: je ca. 20 ml Peptid-Sepharose. 
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Beispiel 4 

Isolieren spezifischer Antikorper 

5 Je 50 ml Rohantiserum von Kanlnchen, die mit dem Immunisierungspeptid gemafi Beispiel 2 immuni- 

siert worden waren, wurden auf die mit PBS aquilibrierten 20 ml Peptid-Sepharosen aus Beispiel 3 
(Durchmesser 1,6 cm; Hohe 9 cm) aufgetragen und anschliefiend mit PBS gewaschen, bis die Extinktion 
bei 280 nm ^0,01 betrug. Danach erfolgten Waschschritte mit Kochsalzlosung (1 mol/L, pH 7,0) und 
entionislertem Wasser (pH 7.0). wobei jeweils das 3-fache Gelvolumen verwendet wurde. Die Elution der 

10 Antikorper vom Immunadsorbens erfolgte mit einer Glycinlosung (0,2 mol/L, pH 2,5). die Antikorperlosung 
wurde mit einer gesattigten Trislosung auf pH 7,0 eingestellt und gegen PBS dialysiert. Die Antikorper 
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -70 gelagert. Die Ausbeute war abhangig vom verwendeten 
Reinigungspeptid (RP) (Tabelle 1). 

Tabelle 1 Ausbeute an Antikorpern aus 50 ml Antiserum gegen das Immunisierungspeptid gemaB 

15 Beispiel 1, nach Immunadsorption an Teilsequenzen des Immunisierungspeptids {RP1 - RP5). 



RP 


Sequenz 


Ausbeute (mg) 


1 


Cys-His-Gln-Val-Glu-Asn-Lys 


6.5 


2 


Cys-Asp-lle-Leu-His-Gln-Val 


7,1 


3 


Cys-Ser-Leu-Glu-Asp-lle-Leu 


2.3 


4 


Cys-Asp-Leu-Gln-Ser-Leu-Glu 


1.6 


5 


Cys-Val-Asp-Lys-Asp-Leu-GIn 


1.2 



25 

Beispiel 5 

Hersteiien von Fragment E aus Fibrinogen und Fibrin 

30 

a) Herstellung von Fibrin-E: Fragmente El und E2 

Die Herstellung der verschiedenen Abbaustufen des Fragments E (El, E2, E3) erfolgte nach einem 
beschriebenen Verfahren (Olexa. S. & Budzynski, A.Z., "Binding phenomena of isolated unique plasmic 
degradation products of human cross-linked fibrin." J. Biol. Chem. 254: 4925-4932 (1979)). 250 mg 
Testfibrinogen (Behringwerke AG) wurden in 100 ml 0,05 mol/L Tris, 0,1 M NaCI (pH 7,8) gelost und 
durch Zugabe von 250 Einheiten Thrombin, 225 Einheiten F Xlll in Gegenwart von 10 mM CaCb bei 
■1-37 •C zum Clotten gebracht. Der Fibrinclot wurde anschliefiend in 0.15 mol/L Tris-HCl (pH 7,4) 
gewaschen und in Gegenwart von 5 mM CaCb durch Zugabe von 1 CTA Plasmin pro g Fibrin(ogen) 
uber Nacht bei +37 gespalten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Aprotinin (100 KlU pro CTA 
Plasmin) gestoppt und die Spaltprodukte mittels Gelchromatographie auf Aca 34 Ultrogel (Saulendurch- 
messer 1.7 cm; Hohe 90 cm) getrennt. Als Laufpuffer diente 0,05 mol/L Tris. 0,1 mol/L NaCI, 0.028 mol/L 
Na-Citrat, 25 KlU/ml Antagosan mit pH 7,4. Ausbeute: ca. 100 mg DD/E-Komplex. Der DD/E-Komplex 
(Komplex aus D-Dimer mit den Fragmenten El und E2) wurde anschliefiend in 0,05 mol/L Citrat. 3 M 
Harnstoff bei pH 5,5 bei +37 "C dissoziiert und durch Rechromatographie auf Aca 34 Ultrogel die 
Fragmente El und E2 von D-Dimer getrennt (Verhaltnis von El zu E2 ca. 2:1). Als i_aufpuffer diente 0.05 
mol/L Tris, 1 ,0 mol/L NaCI, 0.028 mol/L Na-Citrat mit pH 7,4. Ausbeute: ca. 25 mg E1/E2-Gemisch. 

b) Herstellung von Fibrinogen-E: Fragment E3 

250 mg Testfibrinogen (Behringwerke AG) wurden in 100 ml 0,05 mol/L Tris, 0.1 M NaCI (pH 7,8) gelost 
und nach Zugabe von 4.7 CTA Plasmin In Gegenwart von 5 mM CaCb Ober 30 min bei +37 "C 
gespalten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Aprotinin (20000 KlU) abgestoppt. Die Trennung der 
Spaltprodukte erfolgte mittels Gelchromatographie auf Aca 34 Ultrogel (Saulendurchmesser 4 cm; Hohe 
90 cm). Als Laufpuffer diente 0,05 mol/L Tris. 1,0 mol/L NaCI. 0,028 mol/L Na-Cltrat mit pH 5.7. 
Ausbeute: ca. 32 mg Fragment E3. 

55 
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Beisplel 6 

Erzeugung von tdslichem Fibrin in Inumanem Plasma 

5 20 ml eines humanen Piasmapools wurden mit 0,6 lU Thrombin versetzt und fur 90 min bei +37 'C 

Inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 6 ATI) Hirudin (Fa. Hoechst AG) abgestoppt. Die 
Bestimmung der Fibrinmonomere erfolgte mittels tPA-Stimulationstest (Fa. Kabi, Schweden). Hohere 
Konzentrationen an Rbrinmonomeren fuhrte bereits zur Aggregation, so da6 inn Plasma keine hoheren 
Werte zu erwarten sind. Ausbeute: 65 ug Fibrinmonomere/ml Plasma. 

w 

Beispiel 7 

Verwendung der erfindungsgemafien Antikorper im ELISA 

15 a) Herstellen von Antikorper-beschichteten Mikrotiterplatten 

Die in Beispiel 4 gewonnenen Antikorper wurden mit einer Natriumpliosphatlosung (0,01 mol/L, pH 5,5) 
auf eine Konzentration von 5 ug/ml verdunnt und durch Adsorption an Mikrotiterplatten (Typ B, Fa. Nunc, 
Danemark) immobilisiert. Pro Vertiefung wurden 100 ill Antikorperlosung fur 20 h bei 20 *C inkubiert, 
anschliefiend die Flussigkeit abgesaugt und mit dem Natrlumphosptiatpuffer 3-mai gewaschen. Danach 

20 wurden 100 ul einer Rinderserumalbumlnlosung (0,1 g/L in Natrium phosphat 0.01 mol/L, pH 5,5) in jede 
Vertiefung eingefullt und 1 h bei 20 "C inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit der Natriumpliosphatlo- 
sung wurden die Mikrotiterplatten luftdicht verschlossen bei +4 gelagert. 
b) Durchfuhrung des Enzymimmunoassays 

Die zu testenden Proben wurden mit Inkubationspuffer (PBS, 0.05 % Tween 20. pH 7.2) 1:2 verdGnnt 
25 und jewells 100 ul pro Vertiefung der beschichteten Mikrotiterplatten (nach Beispiel 5 a) 60 min bei +37 
•C inkubiert. Anschliefiend wurde die Inkubationslosung entfernt und die Vertiefungen 3 x mit je ca. 300 
ul Waschlosung (0,02 mol/L Natrium phosphat, 0,05 % Tween 20. pH 7,6) gewaschen. Anschliefiend 
wurden 100 ul Peroxidase-konjugierte anti-Fragment E Antikorper (Fa. Behringwerke AG, Marburg, FRG) 
zugefugt und die MIkrotiterplatte 60 min bei +37 'C inkubiert. Nach Entfemen der Konjugat-Losung und 
30 2-maligem Waschen wurden 100 ul Substrat-Chromogen-Losung (Wasserstoffperoxid, o-Phenylendi- 
amin) zugefugt und die Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 30-minutiger Inkubation 
wurde die Peroxidase mit Schwefelsaure inaktlviert und die Extinktion der Reaktionslosung bei 490 nm 
bestimmt. 

35 Beispiel 8 

Untersuchung der immunadsorpttv gereinlgten Antiloirper 

a) Reaktion mit Fibrinogen, Fibrin und Fragment E3 

40 Zur Untersuchung der Spezjfitat der nach Beispiel 4 mit den Reinigungspeptiden 1 bis 5 (RP1-RP5) 
gewonnenen Antikorper wurde gemafi Beispiel 7 im ELISA die Reaktivitat mit Fibrinogen, Fibrin (dem 
Abbauprodukt des Fibrinogens durch Thrombineinwirkung) und mit Fragment E3 (dem Abbauprodukt des 
Fibrinogens durch Plasmineinwirkung) vergleichend untersucht. Als Fibrinquelle wurde nach Beispiel 6 in 
Plasma erzeugtes Fibrinmonomer mit einer Konzentration von 34 ug/ml verwendet, als Fragment E3, E3 

45 erzeugt nach Beispiel 5b) mit 200 ug/ml und Testfibrinogen (Fa. Behringwerke AG) mit 6400 ug/ml. Die 
Proben wurden seriell 1:2 in Inkubationspuffer verdunnt (Beispiel 7). 

Aus den Ergebnissen (siehe Tabelle 2 und Figuren 1 bis 5) 1st ersichtlich, dafi die erfindungsgemaS 
hergestellten Antikorper sehr stark mit dem durch Plasmineinwirkung entstandenen Fibrinogenspaltpro- 
dukt reagieren. Die uber RP1 oder RP5 immunadsorptiv gereinigten Antikorper zeigen keinerlei Kreuzre- 

50 aktion mit Fibrinmonomer oder Fibrinogen. Auch eine Reinigung der Antikorper tiber RP2, RP3 und RP4 
liefert Antikorper, die nicht oder vernachl3ssigbar mit Fibrinmonomeren reagieren. Die Reaktion mit 
Fibrinogen ist bei RP3-isolierten AntikSrper ebenfalls vernachlSssigbar. Somit ist dieses Verfahren 
geelgnet, speziflsche Antikorper zu erhalten, die keine weitere "Nachreinigung" benotigen. 

Tabelle 2: Reaktion der erIindungsgemaB isoUerten Antikorper gegen Teilsequenzen des Immunisie- 

55 rungspeptids mit Fibrinogen und den durch Thrombin-(Fibrinmonomere) oder Plasminverdau (Fragment 
E3) entstandenen Spaltprodukten in Puffer im ELISA. Angegeben sind die MeBwerte im ELISA; Antigen- 
konzentrationen in ug/ml. 
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Tabelle 2 



5 


II ■ "I 

|RP| Fibrinogen 1 


Fragment 


1 

E3 


Fibrin 






1 1 Konz . 


Ext . 1 


Konz • 


Ext. 


Konz . 


Ext. 1 


10 


Ill 0 


0,007 1 


0 


0,007 








1 1 100 


0,007 1 


3 


0,377 


4 


0, 010| 




1 1 200 


0,007 1 


6 


0, 512 


9 


o,oiol 


15 


1 1 400 


0,007 1 


13 


0, 576 


17 


o,oio| 




1 1 800 


0,008 1 


25 


0,624 


34 


0,01l| 




1 1 1600 


0,008 1 


50 


0 , 624 






on 


1 13200 


0,009 1 


100 


0 , 620 








1 1 6400 


0 012 1 


200 


0,574 






25 


1 2 1 0 


0,007 1 


0 


0,007 






1 1 100 


0,008 1 


3 


0, 021 


4 


0, 010 1 




1 1 200 


0,008 1 


6 


0, 036 


9 


0, 009 1 




1 1 400 


0,010 1 


13 


0, 060 


17 


0, 010 1 


30 


1 1 800 


0,015 1 


25 


0, 107 


34 


0, 010 1 




1 |1600 


0,019 1 


50 


0, 167 








1 |3200 


0,029 1 


100 


0, 243 






35 


1 |6400 


0,037 1 


200 


0, 325 








1 3 1 0 


0,007 1 


0 


0, Oil 








1 1 100 


0,009 1 


3 


0, 064 


4 


0,013) 


40 


1 1 200 


0,012 1 


6 


0, 109 


9 


0,013 1 




I 1 400 


0,015 1 


13 


0, 176 


17 


0,013| 




1 1 800 


0,023 1 


25 


0, 282 


34 


0, 013 1 


45 


1 1 1600 


0,034 1 


50 


0, 375 








1 |3200 


0,040 1 


100 


0, 464 








1 |6400 


0,065 1 


200 


0, 529 






1 
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Fortsetzung Tabelle 2 



5 


\ r 

RP| Fibrinogen | 


Fragment 


1 

E3 


■ 

Fibrin 






1 Konz. 


Ext. 1 


Konz . 


Ext. 


Konz . 


Ext. 1 


10 


4 1 0 


0,007 1 


0 


0, 007 








1 100 


0,009 1 


3 


0, 032 


4 


0,015| 




1 200 


0,011 1 


6 


0, 055 


9 


0, 016| 


16 


! 400 


0,016 1 


13 


0,113 


17 


0, 020| 




1 800 


0,030 1 


25 


0,207 


34 


0, 032 1 




1 1600 


0 , 04 3 1 


50 


0,349 






20 


1 3200 


0 , 060 1 


100 


0,558 






1 fid nn 

1 \J*i \J\J 


ri n c: o 1 
U , U D<£ 1 


200 


0,781 








5 1 0 


0,008 1 


0 


0,007 






25 


1 100 


0,007 1 


3 


0, 015 


4 


0,009| 




1 200 


0,007 1 


6 


0, 026 


9 


0, 009 1 




1 400 


0,008 1 


13 


0, 045 


17 


0, 009 1 


30 


1 800 


0,008 1 


25 


0, 084 


34 


0,01l| 




1 1600 


0,007 1 


50 


0, 124 








1 3200 


0,007 1 


100 


0,165 








1 6400 


0,008 1 


2 00 


0,191 






35 




1 











b) Reaktion mit verse hi edenen Fragmenten E 

Analog zu Beispiel 8a) wurde die Reaktivitat der uber verschiedene Teilsequenzen des Immunisierungs- 
40 peptids immunadsorptiv gereinigten Antikorper mit dem Fragment E aus quervernetztem Fibrin (Frag- 
ment-Gemisch E1/E2; hergestellt gemafi Beispiel 5a) und aus Fibrinogen (Fragment E3; hergestellt 
gemae Beispiel 5b) vergleichend untersucht. Die Konzentration der Stammlosungen betrug 2 ug/ml. 

Aus Tabelle 3 (siehe auch Rguren 6-10) ist ersichtlich, daB alls erfindungsgemafi hergestellten 
Antikorper sowohl mit dem Fragment E3, als auch mit Fragment E1/2-Gemisch gleich gut reagieren. 
45 Antikorper. gereinigt uber RP4 und RP5, diskriminieren hingegen zwischen Fragment E3 aus Fibrinogen 
und E1/2 aus quervernetztem Fibrin. Die Nachweisgrenze lag in diesem Beispiel im Bereich von 1 ng/ml. 
Die erfindungsgemaBen Antikorper sind somit zur sensitiven Diagnose sowohl der primaren. als auch der 
sekundaren Fibrinolyse geeignet. 
Tabelle 3: Reaktion der erfindungsgemaS isolierten Antikorper gegen Teilsequenzen des Immunisie- 
50 rungspeptids mit Fragment E (E3) aus Fibrinogen (primMre Fibrinolyse) und mit Fragment E (E1/E2) aus 
quervernetztem Fibrin (sekundSre Fibrinolyse) in Puffer im ELISA. Angegeben sind die MeBwerte im ELISA; 
Antigenkonzentrationen in ng/ml. 
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Tabelle 3 



Reinigungspeptid RPl RP2 RP3 





1 t 

1 Fragmente | 


E1/E2 


1 

E3 1 


E1/E2 


1 

E3 1 


E1/E2 


1 

E3 1 


»u 


1 Konz . 1 


Ext . 


Ext. 1 


Ext . 


Ext. 1 


Ext. 


Ext. 1 




1 \- 

1 0 1 


0,079 


0,079 1 


0 , 014 


0,014 1 


0, 017 


0,017 1 




1 1 1 


0,557 


0,249 1 


0, 048 


0,024 1 


0, 113 


0,041 1 


16 


1 2 1 


0,622 


0,336 1 


0 , 072 


0,032 1 


0, 182 


0,060 1 




1 4 1 


0,707 


0,329 1 


0, 115 


0,045 1 


0, 230 


0,113 1 




1 8 1 


1 12 6 


0 530 ^ 


0 , 191 


0,075 1 


0 , 459 


0,162 1 


20 


i 16 1 


1,628 


0,804 


0,236 


0,112 1 


0, 636 


0,240 1 




1 31 i 


.1,975 


1,243 


0,438 


0,185 


1,005 


0,434 1 




i 63 1 


2 , 061 


1,672 


0,623 


0, 275 


1, 272 


0/604 1 




1 125 1 


2 ,230 


2,044 


0,765 


0, 512 


1, 581 


0,988 1 


25 


1 250 1 


2 , 145 


2 , 023 


1, 059 


0,742 


1, 818 


1,392 1 




1 500 1 


2,287 


2 , 127 


1,283 


1, 077 


1,931 


1,812 1 




1 1000 1 


2 ,264 


2 ,232 


1 1,426 


1, 580 


1, 593 


2,118 1 


30 


1 2000 1 
1 t 


2 , 272 


2 , 145 


1 1,568 
1 


1,945 


i 1,990 
1 


2,445 1 
< 
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Portsetzung Tabelle 3 

Reinigungspeptid RP4 RP5 

5 



30 



1 1 

1 TT" v~ rs Tm »^ y*\ 1 

1 r iraginen | 


in / "I? o 




TT T /TO 


1 

TT T 1 
J 1 


1 Konz - 1 


IIjX L. . 






iliXU • 1 


i n i 


u , u xy 


A A T Q 


i 

1 A A O O 


A A O O 1 


1 T 1 

1 X 1 




A A /I O 

U , U4 J 


1 A A >1 Q 

1 0 , 04y 


A A O Q I 


1 ^ i 




A A T ^ 


1 A AT C 
1 0 / 0 / D 


A ATT 1 


1 A 1 
1 4 i 




A A C A 
O , ODO 


1 Alio 

1 0 / 118 


A A >l O 1 


i s 1 


0,361 


0, 074 


1 0,195 


0,058 1 


1 16 1 


0,698 


0, 138 


1 0,371 


0,112 1 


1 31 1 


1,033 


0,265 


1 0,603 


0,189 1 


1 63 1 


1 ,400 


0 , 422 


1 0,863 


0,327 1 


1 125 1 


1,853 


0, 718 


1 1,185 


0,537 1 


1 250 1 


2 , 096 


1, 086 


1 1,567 


0,790 1 


1 500 1 


2 , 374 


1, 585 


1 1,780 


1,083 1 


1 1000 1 


2 , 688 


2, 242 


1 2,019 


1,389 1 


1 2000 1 
1 1 


3 , 000 


2 , 745 


1 2,046 
1 


1,597 1 
1 



c) Reaktion mit Fragment E in Puffer und Plasma 

35 Zur Uberprufung, ob die erfindungsgemaB gereinigten Antikorper (siehe Beispiel 4) auch dafur geeignet 
sind, Fibrin(ogen)spaltprodukte im Plasma nachzuweisen, wurde analog zu Beispiel 8a) die Reaktivitat 
der gereinigten Antikorper mit dem Fragment E aus Fibrinogen (Fragment E3; hergestellt gemafi 
Beispiel 5b) im Puffersystem und nach Versetzen eines Humanplasmapools mit gereinigtem Fragment 
E3 vergleichend untersucht. Die Konzentratlon der Stammlosungen betrug 200 u.g/ml. 
40 Aus Tabelle 4 (siehe auch Figuren 11 - 13) ist ersichtlich, da6 auch in Gegenwart des nativen 
Fibrinogens im Plasma Fibrin(ogen)spaltprodukte nachgewiesen werden konnen. Die Mefisignale im Plasma 
sind auf Grund der unterschiedlichen Matrix nur geringfOgig niedriger. 

Tabelle 4: Reaktion der erfindungsgemaB isolierten Antikorper gegen Teilsequenzen des Immunisie- 
rungspeptids (RP1 bis RP3) mit Fragment E (E3) in Puffer und Plasma im ELISA. Angegeben sind die 
45 Mefiwerte im ELISA; Antigenkonzentrationen in ug/ml. 
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Tabelle 4 



Reinigungspeptid RPl RP2 RP3 



1 > 
1 E3 1 


Puffer 


Plasma 


Puffer 


Plasma 


Puffer 


Plasma | 


1 Konz . 1 


Ext. 


Ext- 


Ext. 


Ext. 


Ext. 


Ext. 1 


1 0 1 


0, 007 


0; 008 


0, 007 


0 , 010 


0,011 


0, Oil 1 


1 3 1 


0, 377 


0, 273 


0, 021 


0, 018 


0,064 


0, 047 1 


1 6 1 


0, 512 


0, 414 


0,036 


0, 027 


1 0,109 


0,075| 


1 13 ! 


0, 576 


0, 525 


1 0,060 


0, 049 


1 0,176 


0,132| 


1 25 1 


0, 624 


0, 581 


1 0,107 


0,075 


1 0,282 


0, 190| 


1 50 1 


0, 624 


0, 588 


1 0,167 


0, 120 


1 0,375 


0,270| 


1 100 1 


0, 620 


0, 588 


1 0,243 


0, 191 


1 0,464 


0, 342 1 


1 200 1 
1 1 


0, 574 


0, 580 


1 0,325 
1 


0,279 


1 0,529 
i 


0,435| 



d) Reaktion mit in vitro erzeugten Fibrinspaltprodukten 

3 ml eines humanen Plasmapools bzw. eines a2-Antiplasmin Mangelplasmas wurden jeweils mit 30 ATU 
Hirudin (Fa. Hoechst AG) versetzt und anschlieBend bei +37 nnit Plasmin (Endkonzentratlon 1 
CTA/ml) inkubiert. Nach 0, 1, 2, 5, 10, 30 und 60 min wurden jeweils 600 ii\ der Plasmen mit 60 ul 
Antagosanlosung (Fa. Behringwerke AG; 100 APE/ml) versetzt und im ELISA mit den verschieden 
gereinigten Antikorpern aus Beispiel 4 gemaB Beispiel 7 die Entstehung der Fibrinogenspaltprodukte 
verfolgt. 

Die in Tabelle 5 (siehe Figuren 14 - 16) aufgefuhrten MeBwerte im ELISA zeigen. daB mit den gegen 
die Reinigungspeptide RPl bis RP3 isolierten Antikorpern auf der Festphase die im a2-Antiplasmin 
Mangelplasma durch Plasminzugabe in vitro erzeugten Fibrinogenabbauprodukte nachgewiesen werden 
konnen. Im Plasmapool von normalen Blutspendern hingegen wird das zugegebene Plasmin durch a2- 
Antiplasmin inhibiert und es entstehen keine Fibrinogenspaltprodukte. Entsprechend ist im ELISA kein 
erhohtes MeBsignal im Vergleich zum Zeitpunkt 0 min zu verzeichnen. 

Tabelle 5: Zeitkinetik der Entstehung von Fibrinogenspaltprodukten bei der Behandlung von normalen 
(SHP) bzw. eines a2-Antiplasmin Mangelplasmas (a2-MP) mit Plasmin. Aufgefuhrt sind die MeBwerte bei 
Bestimmung der Fibrinogenspaltprodukte Im ELISA nach Beispiel 7 mit den gegen die Teilsequenzen des 
Immunisierungspeptids RP1 . RP2 Oder RP3 gereinigten Antikorpern auf der Festphase. 
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Tabelle 5 



Reinigungspeptid RPl RP2 rp3 



10 


1 1 

1 ZeitI 
1 min 1 

1 h 




SHP 
Ext, 


a2-KF 1 
Ext. 


SHP 
Ext - 


1 

Q:2-MP 
Ext . 


SHP 
Ext 


1 

a-MPl 

Pvh 1 

Ci A U> • 1 




1 0 1 


0, 


056 


0,024 1 


0 , 073 


0, 066 


0,081 


0, 076 1 




1 1 1 


0, 


015 


0,084 j 


0 , 043 


0, 096 


0 , 043 


0, 111 1 


15 


1 2 1 


0, 


018 


0,218 1 


0 , 042 


0, 124 


0, 047 


0, 179 1 




1 5 1 


0, 


022 


0,654 1 


0, 039 


0, 159 


0, 049 


0, 364 1 




1 10 1 


0, 


021 


1/153 1 


0, 042 


0,279 


0, 052 


0, 669 1 


20 


1 30 1 


0, 


022 


1,336 1 


0, 043 


0, 402 


0,056 


0,880| 




1 60 1 

L, i 


0, 


023 


1,333 1 


0,052 


0,397 


0,060 


0,822| 
1 
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Beispiel 9 

Verwendung der erfindungsgemaBen Antikorper im Agglutinationstest. 

a) Herstellung eines Latexreagenz zur Bestimmung von Fibrin(ogen)spaltprodukten. 
Die Herstellung von Latexreagenzien erfolgte nach Kapmeyer W.H. at al. "Automated nephelometric 
immunoassays with novel shell/core particles." J. Clin. Lab. Anal. 2: 76-83 (1988). 1 ml eines Propfpoly- 
merisats (4%ige Losung; Fa. Behringwerke AG) wurde mit 0.1 ml einer Antikorper-Losung (gereinigt 
gemaB Beispiel 4; Konzentration: 0.4 mg/ml; entspricht Kopplungsverhaltnis 1:100) und 0,05 ml einer 
20%igen wassrigen Tween^ 20 Losung gemischt. Zur Aktivierung des Latex wurde die Losung mit ca. 
0.01 ml einer 1 N HCI-Losung auf einen pH von 2 eingestellt. Nach einer 30-minutigen Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 0,25 ml einer gesattigten Natriumhydrogenphosphat-Losung (pH 6,5) und 0.25 
ml einer wassrigen Natrlumcyanborhydrid-Losung (25 mg/ml) hinzugefugt und Intensiv gemischt. Die 
Kopplung des Antikorpers an die aktivierten Aldehydgruppen erfolgte uber 1 h bei Raumtemperatur. 
Anschliefiend wurde das Latex- Antikorper Konjugat zentrifugiert (Beckman Zentrifuge. 40000xg, 30 min) 
und das Pellet in 1.5 ml eines 0.1 molaren Glycin-Puffers (pH 8.2; enthaltend 0.17 M NaCI und 0,5 % 
Tween^^ 20) resuspendiert. Die Losung wurde mit Ultraschall fur ca. 5 s behandelt (Bronson Sonlfier B 
15). Diese Stammlosung wurde bei +4 gelagert. 

b) Durchfuhrung nephelometrischer Bestimmungen 

Die Reaktion der anti-Fibrin(ogen)spaltprodukt Latices (antl-FSP-Latex) mit den Fibrin(ogen)- 
spaltprodukten wurde am Nephelometer BNA. Fa. Behringwerke AG. Marburg, verfolgt. Die wie unter 
Beispiel 9 a) hergestellten Stammlosungen wurden mit physiologischer Kochsalzlosung auf eine Konzen- 
tration von 0,03 % verdunnt. 50 ul dieser Suspension wurden mit 20 ul Zusatzreagenz D-Dlmer (Fa. 
Behringwerke AG) und 80 ul N-Diluens (Fa. Behringwerke AG) gemischt. Nach Zugabe von 50 ul Probe 
und 70 ul N-Diluens wurde die Trubungszunahme nach 12 minOtiger Inkubation bestimmt. 

c) Reaktion der Antikorper-beschlchteten Latexpartikel mit Fibrin(ogen)spaltprodukten 
Gegen Reinigungspeptid RPl isolierte Antikorper gemaS Beispiel 4 wurden mit dem unter Beispiel 9 a) 
beschriebenen Verfahren an Latexpartikel mit einem Durchmesser von 230 nm gebunden. Die Reaktion 
des anti-FSP-Latex mit dem FIbrinogenspaltprodukt E3 und den FIbrinspaltprodukten E1/E2 wurde nach 
Beispiel 9 b) verfolgt. Die Antigene lagen in physiologischer KochsalzlSsung vor und wurden vom Gerat 
aus einer 2,5-fach konzentrierten Stammlosung entsprechend vor Messung verdunnt. 

Die in Tabelle 6 aufgefCihrten MeBsignale zeigen eine von der Konzentration der Fibrin(ogen)- 
spaltprodukte abhSngige Steigerung der TrUbungszunahme. Diese Agglutinationsreaktion beweist somit die 
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Elgnung der erfindungsgemaBen Antikorper zum Nachweis von Fibrin(ogen)spaltprodukten nach der Hypo- 
these eines "Internen Dinners" in den verschiedenen Fragmenten E. 

Tabelle 6: Trubungszunahme bei Reaktion von anti-FSP-Latex mit Fibrin- und Fibrinogenspaltprodukten. 
Aufgefuhrt sind die MeBdifferenzen der Trubung (in geratespezifischen Trubungseinheiten) die nach 12- 
5 minutiger Inkubation einer anti-FSP-Latex Suspension nnit Fibrin-(E1/E2) bzw. Fibrinogenspaltprodukten (E3) 
am Nephelometer (BNA; Behringwerke AG) erhalten wurden. Die Konzentration der Antigene ist in mg/l. 

Tabelle 6 



10 



16 



Fragmente Konz. 


E1/E2 Ext. 


E3 Ext. 


1.3 


602 


414 


2,5 


876 


459 


5,0 


1001 


558 


10,0 


1288 


699 


20.0 


1473 


886 



Legende zu den Figuren: 
Figuren 1-5: 

Reaktion von Antikorpern aus Kaninchen gegen Peptid 3 mit Fibrinogen. Fibrin und Fragment E3 im 
ELISA. 

In Kaninchen wurden durch Immunisierung mit einem Peptid aus der carboxyterminalen Region der 
-Kette des Fragment E (Peptid 3) Antikorper erzeugt. Die Antikorper wurden immunadsorptiv an Festpha- 
sen-immobilisierten Hexapeptiden gereinigt, deren Sequenzen teilweise der des Immunisierungspeptides 
entsprach (Reinigungspeptid 1 bis RP 5). Diese Antikorper wurden zur Beschichtung von Mikrotitrationsplat- 
ten verwendet und die Reaktion mit Fibrinogen, Fibrin und dem Fragment E3 aus Plasm in-abgebauten 
Fibrinogen im Sandwich-ELISA getestet. Zur Detektion gebundenen Antigens wurde ein Konjugat aus 
unspezifischen Antikorpern gegen Fragment E und Meerrettich-Peroxidase verwendet. Dargestellt sind die 
MeBsignale im ELISA bei Verwendung von Fibrinogen und Fragment E3 in Probenpuffer, bzw. von Fibrin- 
haltigem Plasma. 

Fig. 1 : Antikorper. gereinigt gegen RP1 . 

Fig. 2: Antikorper, gereinigt gegen RP2. 

Fig. 3: Antikorper, gereinigt gegen RP3. 

Fig. 4: Antikorper, gereinigt gegen RP4. 

Fig. 5: Antikorper, gereinigt gegen RP5. 

Figuren 6-10: 

Reaktion von Antikorpern aus Kaninchen gegen Peptid 3 mit Fragment E aus Fibrinogen (E3) und aus 
Fibrin (E1/E2) im ELISA. 

Ein Gemisch der Fragmente El und E2, die nach Plasmineinwirkung auf quervernetztes Fibrin aus dem 
D-Dimer/E-Komplex isoliert wurden, sowie Fragment E3, das nach Plasmineinwirkung auf Fibrinogen 
gereinigt wurde, wurden im ELISA als Antigen eingesetzt. Venwendet wurden die gleichen Antikorper wie in 
der Legende zu den Abbildungen 1-5 beschrieben. Dargestellt sind die Mefisignale im ELISA bei Verwen- 
dung von Fragment E1/E2. Fragment E3. sowie das Hintergrundsignal bei Venrtfendung von Probenpuffer 

Antikorper, gereinigt gegen RP1. 
Antikorper, gereinigt gegen RP2. 
Antikorper, gereinigt gegen RP3. 
Antikorper, gereinigt gegen RP4. 
Antikorper. gereinigt gegen RP5. 
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als Probe. 
Fig. 6 
Fig. 7; 
Fig. 8 
Fig. 9 
Fig. 10 
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Figuren 11-13: 

Reaktion von Antikorpern aus Kaninchen gegen Peptid 3 mit Fragment E aus Fibrinogen (E3) in 
Probenpuffer und humanem Plasma im ELISA. 

Fragment E, das durch Elnwirkung von Plasmin auf Fibrinogen hergestellt wurde (= Fragment E3), 
wurde In verschiedenen Konzentrationen in Puffermedium bzw. in fiumanen Plasma verdOnnt und die 
Reaktion mit den in der Legende zu den Figuren 1-5 beschriebenen Antikorpern im ELISA verfolgt. 
Dargestellt sind die MeSsignale im ELISA mit dem Antigen, sowie das Hintergrundsigna! bei Verwendung 
von nicht mit Antigen aufgestocktem Puffer bzw. Plasma. 



10 Fig. 11 
Fig. 12 
Fig. 13 



Antikorper, gereinigt gegen RP1. 
Antikorper, gereinigt gegen RP2. 
Antikorper, gereinigt gegen RP3. 



Figuren 14-16: 



Kinetik der in vitro Bildung von Fibrinogenspaltprodukten. 

Humanes Plasma von normalen Blutspendern (SHP) und a2-Antiplasmin Mangelplasma (a2AP-MP) 
wurden mit gleichen Mengen an Plasmin versetzt und die Entsteliung von Fibrinogenspaltprodukten im 
ELISA verfolgt. Auf der Festphase des ELISAs wurden die in der Legende zu den Abbildungen 1-5 
20 beschriebenen Antikorper verwendet. Dargestellt sind die MeBsignale im ELISA nach verschieden langer 
Inkubation der Plasmen mit Plasmin. 



Fig. 14 
Fig. 15; 
Fig. 16 



Antikorper, gereinigt gegen RP1 . 
Antikorper, gereinigt gegen RP2. 
Antikorper. gereinigt gegen RP3. 
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~ SEQUENC2* LISTING 

(1) GENERAL INFORMATION: 

5 (i) APPLICANT: 

(A) NAME: BEHRINGWERKE AG 

(B) STREET: Emil-von-Behring-Strasse 

(C) CITY: Marburg 

( E ) COUNTRY : Germany 

(F) POSTAL CODE (ZIP): D-35001 

(G) TELEPHONE: +49(6421)39-4506 

(H) TELEFAX: +49(6421)39-4558 

(ii) TITLE OF INVENTION: Synthetlsche Peptide, Antikoerper dagegen 

und 

deren Verwendung 
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(ill) NUMBER OF SEQUENCES: 12 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS~DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPO) 

(V) CURRENT APPLICATION DATA: 

APPLICATION NUMBER: EP 93119574.7- 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 55 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(iii) HYPOTHETICAL: NO 

(iii) ANTI -SENSE: NO 

(V) FRAGMENT TYPE: C- terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1: 

His Gin Ser Ala Cys Lys Asp Ser Asp Trp Pro Phe Cys Ser Asp Glu 
15 10 15 

Asp Trp Asn Tyr Lys Cys Pro Ser Gly Cys Arg Met Lys Gly Leu lie 
20 25 30 

Asp Glu Val Asn Gin Asp Phe Thr Asn Arg lie Asn Lys Leu Lys Asn 
35 40 45 

Ser Leu Phe Glu Tyr Gin Lys 
50 55 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
5 (A) LENGTH: 69 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

10 (V) FRAGMENT TYPE: C-tenninal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 

Lys Val Glu Arg Lys Ala Pro Asp Ala Gly Gly Cys Leu His Ala Asp 
15 10 15 

Pro Asp Leu Gly Val Leu Cys Pro Thr Gly Cys Gin Leu Gin Glu Ala 
20 25 30 

Leu Leu Gin Gin Glu Arg Pro lie Arg Asn Ser Val Asp Glu Leu Asn 
35 40 45 

Asn Asn Val Glu Ala Val Ser Gin Thr Ser Ser Ser Ser Phe Gin Tyr 
50 55 60 

Met Tyr Leu Leu Lys 
65 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
35 (A) LENGTH: 62 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 



40 
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(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 

Tyr Val Ala Thr Arg Asp Asn Cys Cys He Leu Asp Glu Arg Phe Gly 
15 10 15 

Ser Tyr Cys Pro Thr Thr Cys Gly He Ala Asp Phe Leu Ser Thr Tyr 
20 25 30 

Gin Thr Lys Val Asp Lys Asp Leu Gin Ser Leu Glu Asp He Leu His 
35 40 45 

Gin Val Glu Asn Lys Thr Ser Glu Val Lys Gin Leu He Lys 
50 55 60 
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INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 53 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(Vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 

Tyr Val Ala Thr Arg Asp Asn Cys Cys lie Leu Asp Glu Arg Phe Gly 
15 10 15 

Ser Tyr Cys Pro Thr Thr Cys Gly lie Ala Asp Phe Leu Ser Thr Tyr 
20 25 30 

Gin Thr Lys Val Asp Lys Asp Leu Gin Ser Leu Glu Asp He Leu His 
35 40 45 

Gin Val Glu Asn Lys 
50 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 12 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5: 

Asn Lys Leu Lys Asn Ser Leu Phe Glu Tyr Gin Lys 
15 10 



55 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
5 (A) LENGTH: 12 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

10 

(v) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

76 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 6: 

Ser Ser Ser Ser Phe Gin Tyr Met Tyr Leu Leu Lys 
20 1 5 10 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 12 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 7: 

Glu Asn Lys Thr Ser Glu Val Lys Gin Leu lie Lys 
15 10 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 12 amino acids 
5 (B) TYPE: amino acid 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(Vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

75 

(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8: 

Ser Leu Glu Asp lie Leu His Gin Val Glu Asn Lys 
15 10 

20 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 6 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

30 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 9: 

Leu Phe Glu Tyr Gin Lys 
1 5 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 6 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 10: 
Tyr Met Tyr Leu Leu Lys 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 6 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 11: 

Val Lys Gin Leu lie Lys 
1 5 
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55 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 6 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

(V) FRAGMENT TYPE: C-terminal 

(Vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 



(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 12: 

His Gin Val Glu Asn Lys 
1 5 



Patentanspriiche 

1. Synthetische Peptide dadurch gekennzeichnet, daB sie Aminosauresequenzen aufwelsen, die zumin- 
dest teilweise den durch Plasmin-Spaltung von Fibrinogen entstehenden carboxyterminalen Enden des 
Fragnnents E entsprechen und antigen sind. 

2. Synthetische Peptide nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet. daB sie mindestens eine der folgen- 
den Aminosauresequenzen enthalten: 

a) Leu-Phe-Glu-Tyr-Gln-Lys-OH, 

b) Tyr-Met-Tyr-Leu-Leu-Lys-OH, 

c) Val-Lys-Glu-Leu-lle-Lys-OH und 

d) His-Gln-Val-Glu-Asn-Lys-OH. 

3. Synthetische Peptide nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens eine der folgen- 
den Aminosauresequenzen enthalten: 

a) Asn-Lys-Leu-Lys-Asn-Ser-Leu-Phe-Gly-Tyr-Gln-Lys-OH. 

b) Ser-Ser-Ser-Ser-Phe-Gln-Tyr-Met-Tyr-Leu-Leu-Lys-OH. 

c) Glu-Asn-Lys-Thr-Ser-Gln-Val-Lys-Gln-Leu-)le-Lys-OH 
und 

d) Ser-Leu-Glu-Asp-lle-Leu-His-Gln-Val-Glu-Asn-Lys-OH. 

4. Synthetische Peptide nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet daB sie mindestens eine der folgen- 
den Aminosauresequenzen enthalten: 



a) 

His- 


-Gin- 


-Ser- 


-Ala 


-Cys-Lys-Asp- 


■Ser- 


-Asp- 


-Trp- 


Pro- 


-Phe-Cys- 


Ser- 


-Asp- 


-Glw 


-Asp 


-Trp-Asn-Tyr- 


■Lys- 


-Cys- 


-Pro- 


•Ser- 


-Gly-Cys- 


Arg- 


-Met- 


-Lys- 


-Gly 


-Leu-Ile-Asp- 


■Glu 


-Val< 


-Asn- 


'Gln- 


-AspPhe- 


Thr- 


-Asn- 


-Arg- 


-He 


-Asn-Lys-Leu- 


•Lys 


-Asn 


-Ser- 


'Leu- 


-Phe-Glu- 


Tyr 


-Gin- 


-Lys 


-OH 


(Peptid 1) ; 













b) 

25 
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• Lys-Val-Glu-Arg-Lys-ALa-Pro-Asp-Ala-Gly-Gly-Cys-Leu- 
His-Ala-Asp-Pro-Asp-Leu-Gly-Val-Leu-Cys-Pro-Thr-Gly- 
Cys-Gln-Leu-Gln-Glu-Ala-Leu-Leu-Gln-Gln-Glu-Arg-Pro- 

5 

Ile-Arg-Asn-Ser-Val-Asp-Glu-Leu-Asn-Asn-Asn-Val-Glu- 
Ala-Val-Ser-Gln-Thr-Ser-Ser-Ser-Ser-Phe-Gln-Tyr-Met- 
Tyr-LGu-Leu-Lys-OH (Peptid 2) ; 

10 

c) 

Tyr-Vai-Ala-Thr^Arg-Asp-Asn-Cys-Cys-Ile-Leu-Asp-Glu- 
;5 Arg-Phe-Gly-Ser-Tyr-Cys-Pro-Thr-Thr-Cys-Gly-Ile-Ala- 
Asp-Phe-Leu-Ser-Thr-Tyr-Gln-Thr-Lys-Val-Asp-Lys-Asp- 
Leu-Gln-Ser-Leu-Glu-Asp-Ile-Leu-His-Gln-Val-Glu-Asn- 
Lys-Thr-Ser-Glu-Val-Lys-Gln~Leu-Ile-Lys-OH 

20 

(Peptid 3) und 
d) 

25 

Tyr-Val-Ala-Thr^Arg-Asp-Asn-Cys-Cys-Ile-Leu-Asp-Glu- 
Arg-Phe-Gly-Ser-Tyr-Cys-Pro-Thr-Thr-Cys-Gly-Ile-Ala- 
Asp-Phe-Leu-Ser-Thr-Tyr-Gln-Thr-Lys-val-Asp-Lys-Asp- 
30 Leu-Gln-Ser-Leu-Glu-Asp-Ile-Leu-His-Gln-Val-Glu-Asn- 
Lys (Peptid 4) . 

35 5. Peptide nach mindestens einem der Anspruche 1 - 4 dadurch gekennzeichnet, dafi sle direkt Oder Ober 
einen Spacer an ein Tragermolekul gebunden sind. 

6. Peptide nach mindestens einem der Anspruche 1 - 4 dadurch gekennzeichnet, daB sie gentechnisch 
Oder durch chemische Synthese hergestellt werden. 

40 

7. Antikorper dadurch gekennzeichnet, dafi sie mit Peptiden gemaB Anspruch 1 immunchemlsch reagie- 
ren. 

8. AntikSrper nach Anspruch 7 dadurch gekennzeichnet, daB sie durch Immunisierung eines Tieres mit 
45 einem Peptid gemafi mindestens einem der Anspruche 1 - 6 erhalten werden. 

9. AntikSrper nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, daB sie Ober Immunadsorption an Peptide gemaB 
mindestens einem der Anspruche 1-6 isollert und gereinigt werden. 

50 10. Antikorper nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, daB sie monoklonale Antik5rper sind. 

11- Diagnostisches Verfahren zur immunchemischen Bestimmung von intramolekularen Oligomeren aus 
Fibrinogen- und Fibrinspaltprodukten dadurch gekennzeichnet, daB Peptide nach Anspruch 1 und/oder 
Antikorper nach Anspruch 7 verwendet werden. 

65 

12. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch gekennzeichnet, daB zur Bestimmung ein heterogener Immunoas- 
say verwendet wird, bevorzugterweise ein Enzymimmunoassay. 

26 
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ia Verfahren nach Anspruch 11 dadurch gekennzeichnet, daB zur Bestimmung ein homogener Immunoas- 
say, bevorzugterweise ein parti kelverstarkter. nephelometrischer Oder turbidimetrischer Test verwendet 
wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 dadurch gekennzeichnet, daB ein Teil der Antikorper an eine Festphase 
gebunden ist und der andere Teil eine nachweisbare Funktion tragt. 

15- Verfahren nach Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet, dafi als Festphase Mikrotitrationsplatten verwen- 
det werden und die nachweisbare Funktion ein fluorogener Oder lumineszenter Farbstoff Oder ein 
Enzym ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13 dadurch gekennzeichnet. daB als Festphase ein partikularer wasserunlosli- 
Cher Trager venvendet wird, und die Agglutinationsreaktion mit Rbrin- und/oder Fibrinogenspaltproduk- 
ten nephelometrisch Oder turbidimetrisch gemessen wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch gekennzeichnet. daB in dem Verfahren nur eine monospezifische 
Spezies verwendet wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch gekennzeichnet, daB der oder die Fangerantikorper Antikorper 
nach Anspruch 7 sind. wahrend der oder die Detektionsantikorper davon verschieden sein konnen. 

19. Ven^rendung von Peptiden nach mindestens einem der Anspruche 1 - 6 zu therapeutischen Zwecken. 
insbesondere zur Therapie von Storungen des fibrinolytischen Systems. 

20- Venwendung von Antikorpern nach mindestens einem der Anspruche 7 - 10 zu therapeutischen 
Zwecken, inbesondere zur Therapie von Storungen des fibrinolytischen Systems. 

21. Immunchemisches Verfahren zur Bestimmung von intramolekularen Oligomeren dadurch gekennzeich- 
net, daB nur eine monospezifische Antikorperspezies verwendet wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 dadurch gekennzeichnet, daB es ein heterogener Immunoassay ist, 
bevorzugterweise ein Enzymimmunoassay. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 dadurch gekennzeichnet, daB es ein homogener Immunoassay, bevorzug- 
terweise ein partikelverstarkter, nephelometrischer oder turbidimetrischer Test ist. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 dadurch gekennzeichnet, daB ein Teil der Antikorper an eine Festphase 
gebunden ist und der andere Teil eine nachweisbare Funktion tragt. 

25. Verfahren nach Anspruch 24 dadurch gekennzeichnet. daB als Festphase Mikrotitrationsplatten venwen- 
det werden und die nachweisbare Funktion ein fluorogener oder lumineszenter Farbstoff oder ein 
Enzym ist. 
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Fig. 4 
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Fig. 5 
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Fig. 7 
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Fig. 8 
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Fig. 9 
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Fig. 10 
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Fig. 11 
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Fig. 12 
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Fig. 13 
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Fig. 14 
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Fig, 15 
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Fig. 16 
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